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ABSTRACT
Background & objectives: Calprotectin, S100A8 and S100A9 are involved in important
processes including cell signaling and regulation of inflammatory responses. In this study,
recombinant expression, purification and structural characterization of S100A8 and S100A9
were accomplished.
Methods: In this experimental study, pET15b was used as vector of human S100A8 and
S100A9 coding sequences, hosted by E.coli BL21 (DE3). Gene expression and purification
attempts were evaluated using SDS-PAGE. Protein purification was accomplished using Ni-
NTA resin based on its affinity for His-tag present on recombinant proteins. Tertiary structure
of proteins were evaluated using spectrofluorimetry.
Results: The subunits were over expressed 3-4 hours following induction at 37 °C. S100A9
was expressed mainly as inclusion body while S100A8 was found to be expressed mainly as a
soluble protein. Purification of S100A8 and S100A9 was achieved at 100 mM imidazole.
Spectroscopic studies showed that the amino acid tryptophan is in the internal structures and
is less exposed to the aqueous environment.
Conclusion: In this study, a recombinant S100A8 and S100A9 subunits were expressed and
purified and also their structures were confirmed.
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3931، ﺗﺎﺑﺴﺘﺎن دومﺷﻤﺎرهﭼﻬﺎردﻫﻢ، دوره ﻣﺠﻠﻪ داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﮑﯽ اردﺑﯿﻞ    801
9A 001S , 8A 001Sزﯾﺮ واﺣﺪﻫﺎي و ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزيﺑﯿﺎن ژنﺑﺮرﺳﯽ 
ﮐﺎﻟﭙﺮوﺗﮑﺘﯿﻦ و ﺑﺮرﺳﯽ ﺳﺎﺧﺘﺎرآﻧﻬﺎ 
3، دارﯾﻮش اﯾﻠﻐﺎري 3، ﻣﻬﺪي ﺳﻬﻤﺎﻧﯽ 2*، ﮐﻮروش ﮔﻮدرزوﻧﺪ ﭼﮕﯿﻨﯽ2ﻧﻌﻤﺖ اﷲ ﻏﯿﺒﯽ،1ﺣﻤﯿﺪه اﺻﻐﺮي
داﻧﺸﮕﺎه ﻣﺮﮐﺰ ﺗﺤﻘﯿﻘﺎت ﺳﻠﻮﻟﯽ و ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ، 2ن، ﻗﺰوﯾﻦ، اﯾﺮاداﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﮑﯽ ﻗﺰوﯾﻦ،داﻧﺸﮑﺪه ﭘﯿﺮاﭘﺰﺷﮑﯽ، ﮔﺮوه ﺑﯿﻮﺗﮑﻨﻮﻟﻮژي1
، ﻗﺰوﯾﻦ، اﯾﺮانداﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﻗﺰوﯾﻦ،ﮔﺮوه ﺑﯿﻮﺷﯿﻤﯽ، داﻧﺸﮑﺪه ﭘﺰﺷﮑﯽ3، ﻗﺰوﯾﻦ، اﯾﺮانﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﮑﯽ ﻗﺰوﯾﻦ
ri.ca.smuq@inigehcgk:ﭘﺴﺖ اﻟﮑﺘﺮوﻧﯿﮏ1820-0794233:ﻓﺎﮐﺲ1820-1006333:ﺗﻠﻔﻦ: ﻣﺴﺌﻮلﻧﻮﯾﺴﻨﺪه *
39/2/52:ﭘﺬﯾﺮش29/9/51: درﯾﺎﻓﺖ
ﻣﻘﺪﻣﻪ
ﻫﺎ ﺑﻪ ﻧﺎم ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ اي از ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦﮐﺎﻟﭙﺮوﺗﮑﺘﯿﻦ ﺑﻪ ﺧﺎﻧﻮاده
زﯾﺮ ﻣﺠﻤﻮﻋﻪ ﮐﻪ ﺑﻪ ﻧﻮﺑﻪ ﺧﻮد ﺗﻌﻠﻖ دارد001Sﻫﺎي 
اﯾﻦ . ﻣﯽ ﺑﺎﺷﻨﺪdnah-FEاي از ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻫﺎي ﺧﺎﻧﻮاده 
ﻧﻮع ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻫﺎ ﺑﻪ ﺻﻮرت واﺑﺴﺘﻪ ﺑﻪ ﮐﻠﺴﯿﻢ ﺑﺎ اﻧﻮاع 
داده و در ﺗﻨﻈﯿﻢ ﺧﺎﺻﯽ از ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻫﺎ ﻣﯿﺎن ﮐﻨﺶ 
ﺑﺴﯿﺎري از ﻓﺮآﯾﻨﺪ ﻫﺎي ﺳﻠﻮﻟﯽ ﻧﻈﯿﺮ اﻧﺘﻘﺎل ﭘﯿﺎم، ﺗﻤﺎﯾﺰ 
. [1،2]و ﮐﻨﺘﺮل ﭼﺮﺧﻪ ﺳﻠﻮﻟﯽ ﻧﻘﺶ دارﻧﺪ
ﻣﺨﺘﻠﻒ ﺑﻪ ﻧﺎم ﻫﺎيواﺣﺪ دو زﯾﺮازﮐﺎﻟﭙﺮوﺗﮑﺘﯿﻦ
ﺗﺸﮑﯿﻞ 41-PRM(9A001S)و8-PRM(8A001S)
ﻏﯿﺮ ﺑﻄﻮردر ﻓﺮاﯾﻨﺪ واﺑﺴﺘﻪ ﺑﻪ ﮐﻠﺴﯿﻢ ﺷﺪه اﺳﺖ ﮐﻪ 
ﺑﻪ ﻧﺎﻣﻬﺎي و دادهﺗﺸﮑﯿﻞ ﻫﺘﺮو دﯾﻤﺮ ﮐﻤﭙﻠﮑﺲ ﮐﻮواﻻن 
آﻧﺘﯽ ژن ﻓﯿﺒﺮوز ﮐﯿﺴﺘﯿﮏ، ،41/8PRMﮐﺎﻟﭙﺮوﺗﮑﺘﯿﻦ،
- 7]ﺪﻧﻣﯽ ﺷﻮﺷﻨﺎﺧﺘﻪ783caMو 01E72آﻧﺘﯽ ژن
در 001Sژﻧﻬﺎي ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻫﺎي ﺧﺎﻧﻮاده .[3
12q1ﻗﺎﻟﺐ ﯾﮏ ﻣﺠﻤﻤﻮﻋﻪ ژﻧﯽ ﺑﺮ روي ﮐﺮوﻣﻮزوم 
ﺳﺎﺧﺘﻤﺎن ژﻧﻬﺎي ﮐﺪ ﮐﻨﻨﺪه ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ . ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ اﺳﺖ
ﺳﺎﯾﯽ ﺷﺪه و ﺗﻮاﻟﯽ آﻧﻬﺎ ﮐﻠﻮن ﮔﺮدﯾﺪه ﺷﻨﺎPRMﻫﺎي 
253ﯾﮏ ﻧﺎﺣﯿﻪ ﮐﺪ ﮐﻨﻨﺪه ﺑﺎ داراي41-PRM،اﺳﺖ
41ﻧﻮﮐﻠﺌﻮﺗﯿﺪ ﺑﻮده و ﭘﺮوﺗﺌﯿﻨﯽ ﺑﺎ وزن ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ ﺣﺪود 
. اﺳﯿﺪ آﻣﯿﻨﻪ را ﺗﺸﮑﯿﻞ ﻣﯽ دﻫﺪ411ﮐﯿﻠﻮداﻟﺘﻮن و 
ﯾﮏ ﻧﺎﺣﯿﻪ ﮐﺪ ﮐﻨﻨﺪه ﺑﺎ اﻧﺴﺎﻧﯽ داراي8-PRMﯽﺗﻮاﻟ
اﺳﯿﺪ 39ﻧﻮﮐﻠﺌﻮﺗﯿﺪ ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪ ﮐﻪ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻨﯽ ﺑﺎ 972
ﭼﮑﯿﺪه
ﻓﺮآﯾﻨﺪﻫﺎي ﻣﻬﻤﯽ ﻧﻈﯿﺮ ﭘﯿﺎم رﺳﺎﻧﯽ و ﺗﻨﻈﯿﻢ ﭘﺎﺳﺦ ﻫﺎي اﻟﺘﻬﺎﺑﯽ ﻧﻘﺶ در 9A 001Sو8A 001Sﮐﺎﻟﭙﺮوﺗﮑﺘﯿﻦ، :زﻣﯿﻨﻪ و ﻫﺪف
. ﺑﺼﻮرت ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ، ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي و ﺑﺮرﺳﯽ ﺳﺎﺧﺘﺎر آﻧﻬﺎ اﻧﺠﺎم ﮔﺮدﯾﺪ9A 001Sو8A 001Sدر اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ، ﺑﯿﺎن . دارﻧﺪ
iloc.Eﻧﺴﺎﻧﯽ و از ا9A 001S ,8A 001Sﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﺣﺎﻣﻞ ﺗﻮاﻟﯽ ﮐﺪ ﮐﻨﻨﺪه ژﻧﻬﺎي b51TEpدر اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺗﺠﺮﺑﯽ از :روش ﮐﺎر
ﻣﻮرد ارزﯾﺎﺑﯽ EGAP-SDSﺑﯿﺎن ژن و ﻓﺮآﯾﻨﺪ ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي از ﻃﺮﯾﻖ . ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻣﯿﺰﺑﺎن اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﯾﺪ)3ED(12LB
ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻫﺎي gaT-siHو ﺑﺮ اﺳﺎس ﻣﯿﻞ ﺗﺮﮐﯿﺒﯽ آن ﺑﻪ ATN-iNﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي ﭘﺮوﺗﺌﯿﻨﻬﺎ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از رزﯾﻦ . ﻗﺮارﮔﺮﻓﺖ
.ﻦ ﻫﺎ ﺑﺎ ﻃﯿﻒ ﺳﻨﺞ ﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺲ ﺑﺮرﺳﯽ ﺷﺪﺳﺎﺧﺘﺎر ﺳﻮم ﭘﺮوﺗﺌﯿ. ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ
درﺻﺪ ﺑﺎﻻﯾﯽ . ﺑﯿﺎن ﺑﺎﻻﯾﯽ را ﻧﺸﺎن دادﻧﺪدرﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﯽ ﮔﺮاد 73ﺳﺎﻋﺖ ﺑﻌﺪ از اﻟﻘﺎء و دﻣﺎي 3-4زﯾﺮ واﺣﺪﻫﺎي ﻣﺬﮐﻮر :ﯾﺎﻓﺘﻪ ﻫﺎ
. ﻋﻤﺪﺗﺎ ﺑﺼﻮرت ﻣﺤﻠﻮل ﺑﯿﺎن ﮔﺮدﯾﺪ8A001Sدر ﻓﺎز اﯾﻨﮑﻠﻮژن ﺑﺎدي ﻧﺸﺎن داده ﺷﺪ، در ﺣﺎﻟﯿﮑﻪ زﯾﺮ واﺣﺪ 9A001Sاز ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ 
در ﺑﺮرﺳﯽ ﻃﯿﻒ ﺳﻨﺠﯽ ﻧﺸﺎن داده ﺷﺪ ﮐﻪ اﺳﯿﺪ . اﯾﻤﯿﺪازول ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي ﮔﺮدﯾﺪ001Mmدر ﻏﻠﻈﺖ 9A001Sو 8A001S
.آﻣﯿﻨﻪ ﺗﺮﯾﭙﺘﻮﻓﺎن در ﺳﺎﺧﺘﺎر ﻫﺎي داﺧﻠﯽ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ و ﮐﻤﺘﺮ در ﻣﻌﺮض ﻣﺤﯿﻂ آﺑﯽ اﺳﺖ
ﻤﭽﻨﯿﻦ، ﻫ. ﺑﺼﻮرت ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ ﺑﯿﺎن ﺷﺪه و ﺗﺨﻠﯿﺺ ﮔﺮدﯾﺪ9A001Sو 8A001Sدر اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ زﯾﺮ واﺣﺪﻫﺎي :ﻧﺘﯿﺠﻪ ﮔﯿﺮي
. ﺳﺎﺧﺘﺎر آﻧﻬﺎ ﻣﻮرد ﺗﺎﯾﯿﺪ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ
b51TEp، ﻃﯿﻒ ﺳﻨﺠﯽ ﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺲ، ATN-iN،)3ED(12LB iloc.E، 9A001S، 8A001S: ﮐﻠﻤﺎت ﮐﻠﯿﺪي
901ﺣﻤﯿﺪه اﺻﻐﺮي و ﻫﻤﮑﺎران ...            ﺑﺮرﺳﯽ ﺑﯿﺎن ژن و ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي زﯾﺮ واﺣﺪﻫﺎي
ﮐﯿﻠﻮ داﻟﺘﻮن را ﻣﯽ 8.01آﻣﯿﻨﻪ و وزن ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ ﺣﺪود 
ﯾﮏ رﯾﺸﻪ اﺳﯿﺪ داراي41-PRMو 8-PRM. ﺳﺎزد
اﯾﻦ . ﺳﺎﺧﺘﻤﺎن ﺧﻮد ﻣﯽ ﺑﺎﺷﻨﺪدرآﻣﯿﻨﻪ ﺳﯿﺴﺘﺌﯿﻦ
ﯾﺎ ﺗﻮاﻟﯽ ﻗﺮارﮔﯿﺮي درﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻫﺎ ﻓﺎﻗﺪ ﺗﻮاﻟﯽ ﺳﯿﮕﻨﺎل
ﻫﻤﭽﻨﯿﻦ اﯾﻦ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻨﻬﺎ ﻓﺎﻗﺪ ﺟﺎﯾﮕﺎﻫﻬﺎي.ﻏﺸﺎء ﻫﺴﺘﻨﺪ
ﮐﺎﻟﭙﺮوﺗﮑﺘﯿﻦ . [3- 5، 8]ﺷﻨﺪﺑﺎﮔﻠﯿﮑﻮزﯾﻼﺳﯿﻮن ﻣﯽ- N
ﻧﻘﺶ ﻋﻤﺪه اي در ﺗﻨﻈﯿﻢ ﭘﺎﺳﺨﻬﺎي اﯾﻤﻨﯽ و اﻟﺘﻬﺎﺑﯽ اﯾﻔﺎ 
ﻓﻌﺎل ﺷﺪن ﻧﻮﺗﺮوﻓﯿﻠﻬﺎ و ﭼﺴﺒﻨﺪﮔﯽ . [9]ﻣﯽ ﮐﻨﺪ
ﺑﺎ آزادﺳﺎزي ﻣﻘﺎدﯾﺮ ﻗﺎﺑﻞ ﻣﻮﻧﻮﺳﯿﺖ ﻫﺎ ﺑﻪ اﻧﺪوﺗﻠﯿﺎل
ﭘﮋوﻫﺶ ﻫﺎ ﻧﺸﺎن . ﺗﻮﺟﻬﯽ از ﮐﺎﻟﭙﺮوﺗﮑﺘﯿﻦ ﻫﻤﺮاه اﺳﺖ
ﻣﯽ دﻫﺪ ﮐﻪ ﻏﻠﻈﺖ ﭘﻼﺳﻤﺎﯾﯽ اﯾﻦ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ در ﺑﺮﺧﯽ 
ﺑﯿﻤﺎرﯾﻬﺎي اﻟﺘﻬﺎﺑﯽ ﺑﻄﻮر ﭼﺸﻤﮕﯿﺮي اﻓﺰاﯾﺶ ﻣﯽ ﯾﺎﺑﺪ، 
ﻟﺬا اﯾﻦ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﺑﻌﻨﻮان ﯾﮏ ﻣﺎرﮐﺮ ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺑﺮاي 
اﻣﺮوزه . [01]ﻓﺮآﯾﻨﺪﻫﺎي اﻟﺘﻬﺎﺑﯽ ﻣﻌﺮﻓﯽ ﺷﺪه اﺳﺖ
اﻓﺰاﯾﺶ ﻏﻠﻈﺖ ﻣﺪﻓﻮﻋﯽ ﮐﺎﻟﭙﺮوﺗﮑﺘﯿﻦ ﺑﻌﻨﻮان ﯾﮏ 
ﺑﯿﻮﻣﺎرﮐﺮ درﺗﺸﺨﯿﺺ ﺑﯿﻤﺎرﯾﻬﺎي اﻟﺘﻬﺎﺑﯽ روده ﻣﻮرد 
. [8،11]اﺳﺖاﺳﺘﻔﺎده ﻗﺮارﮔﺮﻓﺘﻪ
ﺑﻌﻨﻮان ﯾﮏ ﻋﺎﻣﻞ ﻣﻮﺛﺮ در ﺗﺮﻣﯿﻢ زﺧﻢ ﺮوﺗﮑﺘﯿﻦ،ﮐﺎﻟﭙ
اﯾﻦ .ﯽ ﺷﻨﺎﺧﺘﻪ ﺷﺪه اﺳﺖﭘﺲ از ﺟﺮاﺣﺘﻬﺎي ﭘﻮﺳﺘ
ﻗﺎﺑﻠﯿﺖ اﺗﺼﺎل ﺑﻪ ﻋﻨﺼﺮ روي و ﺑﺮداﺷﺖ آن ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ
ﺑﻪ ﻫﻤﯿﻦ دﻟﯿﻞ ﻣﺎﻧﻊ از ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ واز ﻣﺤﯿﻂ را دارد
آﻧﺰﯾﻤﻬﺎي واﺑﺴﺘﻪ ﺑﻪ روي ﻧﻈﯿﺮ آﻧﺰﯾﻢ ﻣﺘﺎﻟﻮﭘﺮوﺗﺌﯿﻨﺎز 
ﯽ ﺟﻠﻮﮔﯿﺮي ﻣﺎﺗﺮﯾﮑﺲ ﺷﺪه و از رﺷﺪ ﻋﻮاﻣﻞ ﻣﯿﮑﺮوﺑ
ﮐﺎﻟﭙﺮوﺗﮑﺘﯿﻦ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻧﻮﯾﻨﯽ در . [21-41]ﻣﯽ ﮐﻨﺪ
ﻋﺮﺻﻪ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﺳﺮﻃﺎن اﺳﺖ و ﭘﮋوﻫﺸﻬﺎي ﺳﺎﺧﺘﺎري 
اﯾﻦ . و ﻋﻤﻠﮑﺮدي آن ﻧﯿﺰ ﻗﺪﻣﺖ ﭼﻨﺪاﻧﯽ ﻧﺪارد
ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ رﺷﺪ ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي ﭘﺮوﮐﺎرﯾﻮﺗﯽ و ﯾﻮﮐﺎرﯾﻮﺗﯽ و 
ﺑﻮﯾﮋه ﺳﺮﻃﺎﻧﯽ را ﺑﻄﻮر ﻣﻮﺛﺮ و ﺗﻮاﻧﻤﻨﺪ ﻣﻬﺎر ﻣﯽ ﮐﻨﺪ
ﯿﺶ ﺑﯿﻨﯽ ﻣﯽ ﺷﻮد ﮐﻪ اﯾﻦ از اﯾﻦ رو ﭘ. [1، 8، 51-81]
ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ در آﯾﻨﺪه اي ﻧﻪ ﭼﻨﺪان دور ﯾﮑﯽ از داروﻫﺎي 
. ﻣﻮﺛﺮ و ﻣﻔﯿﺪ در ﺟﻬﺖ ﻣﻘﺎﺑﻠﻪ ﺑﺎ ﺳﺮﻃﺎن ﺑﺎﺷﺪ
ﯾﮑﯽ از روش ﻫﺎ ﺟﻬﺖ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺳﺎﺧﺘﺎر ﺳﻮم ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ 
در ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ .ﻫﺎ، روش ﻃﯿﻒ ﺳﻨﺠﯽ ﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺲ اﺳﺖ
ﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺲ ﺑﺮﺧﯽ ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﻬﺎ ﺗﻬﯿﯿﺞ ﺷﺪه و ﺿﻤﻦ 
اوﻟﯿﻪ اﻧﺮژي ﺧﻮد را ﺑﺼﻮرت ﺑﺮﮔﺸﺖ ﺑﻪ ﭘﺎﯾﻪ اﻧﺮژي 
ﻃﯿﻒ ﻧﺸﺮي . ﻧﺸﺮ ﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺲ از دﺳﺖ ﻣﯽ دﻫﻨﺪ
ﻫﻤﻮاره داراي اﻧﺮژي ﮐﻤﺘﺮي اﺳﺖ زﯾﺮا ﺑﺨﺸﯽ از 
. اﻧﺮژي ﺑﺼﻮرت ﮔﺮﻣﺎ و ارﺗﻌﺎش از ﺑﯿﻦ ﻣﯽ رود
ﺧﺎﺻﯿﺖ ﻧﺸﺮ ﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺲ ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﻬﺎ اﻏﻠﺐ در ﻣﺤﯿﻄﻬﺎي 
آﺑﯽ ﻓﺮوﮐﺶ ﻣﯽ ﮐﻨﺪ، ﺑﺮﻋﮑﺲ در ﻣﺤﯿﻄﻬﺎي 
اﺗﺼﺎل ﻣﺤﮑﻢ اﯾﻦ ﻏﯿﺮﻗﻄﺒﯽ و ﯾﺎ ﻣﺤﯿﻂ ﻫﺎﯾﯽ ﺑﺎ ﺷﺮاﯾﻂ
ﻫﻢ ﻓﺮآﯾﻨﺪ ﻓﺮوﮐﺶ و ﻫﻢ . ﭘﺪﯾﺪه ﺗﺸﺪﯾﺪ ﻣﯽ ﺷﻮد
ﺗﺸﺪﯾﺪ ﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺲ اﻃﻼﻋﺎت ﺧﻮﺑﯽ در ﺧﺼﻮص ﺳﺎﺧﺘﺎر 
ﺑﻄﻮر ﮐﻠﯽ .و ﻋﻤﻞ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ در اﺧﺘﯿﺎر ﻣﯽ ﮔﺬارﻧﺪ
وﯾﮋﮔﯽ ﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺲ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻫﺎ ﺑﺪﻟﯿﻞ ﻓﻠﻮروﻓﻮرﻫﺎي
ذاﺗﯽ ﻧﻈﯿﺮرﯾﺸﻪ ﻫﺎي ﺗﯿﺮوزﯾﻦ، ﺗﺮﯾﭙﺘﻮﻓﺎن و ﻓﻨﯿﻞ 
دارﮐﺮدن رﺟﯽ ﮐﻪ در ﻧﺸﺎنآﻻﻧﯿﻦ ﯾﺎ ﻓﻠﻮروﻓﻮرﻫﺎي ﺧﺎ
در .اﯾﺠﺎد ﻣﯽ ﺷﻮدﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻫﺎ اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯽ ﺷﻮﻧﺪ،
واﻗﻊ اﯾﻦ وﯾﮋﮔﯽ در ﺑﺴﯿﺎري از ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻫﺎ ﺻﺮﻓﺎ 
ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ اﺳﯿﺪ آﻣﯿﻨﻪ ﺗﺮﯾﭙﺘﻮ ﻓﺎن ﻣﯽ ﺷﻮد 
.[4،91،02]
ﮐﻪ در ﺑﺎﻻ ﺑﻪ ﺑﺮﺧﯽ از ،ﺑﻪ اﻫﻤﯿﺖ ﮐﺎﻟﭙﺮوﺗﮑﺘﯿﻦﻋﻨﺎﯾﺖ ﺑﺎ
ﺳﺎزي و ﺧﺎﻟﺺ ﺑﯿﺎن ،اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪدرآﻧﻬﺎ اﺷﺎره ﺷﺪ، 
، 9A001Sو 8A001Sﮐﺎﻟﭙﺮوﺗﮑﺘﯿﻦ،زﯾﺮواﺣﺪﻫﺎي
از آﻧﺠﺎ . دﺳﺘﻮر ﮐﺎر ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖﺑﺼﻮرت ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ در 
ﮐﻪ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻫﺎ درﺳﺎﺧﺘﺎرﻫﺎي ﻃﺒﯿﻌﯽ ﺧﻮد ﻗﺎدر ﺑﻪ 
و ﺗﺎﺧﻮردﮔﯽ اﯾﻦ ﻫﺴﺘﻨﺪ ﺳﺎﺧﺘﺎرﺑﯿﻮﻟﻮژﯾﮏ ﻓﻌﺎﻟﯿﺖ 
اﺳﭙﮑﺘﺮوﺳﮑﻮﭘﯽ ﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺲ ﻧﯿﺰ ﺑﻪ ﮐﻤﮏﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻫﺎ 
.ﻣﻮرد ﺑﺮرﺳﯽ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ
روش ﮐﺎر
b51TEpاز ﭘﻼﺳﻤﯿﺪﺗﺠﺮﺑﯽدر اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ:ﻮادﻣ
ﺗﻮاﻟﯽ ﻧﺎﺣﯿﻪ ﮐﺪ ﮐﻨﻨﺪه ﺑﻌﻨﻮان وﮐﺘﻮر )revirefiL(
iloc.Eاﻧﺴﺎﻧﯽ و از 9A 001Sو8A 001Sژﻧﻬﺎي 
ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﻣﯿﺰﺑﺎن ﺟﻬﺖ )negavoN()3ED(12LB
از . ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ9A 001Sو8A 001Sﺑﯿﺎن
آﻣﭙﯽ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان اﻟﻘﺎء ﮐﻨﻨﺪه و از1)amgiS(GTPI
ﺟﻬﺖ اﻧﺘﺨﺎب ﮐﻠﻨﯽ ﻫﺎي ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم )amgiS(ﺳﯿﻠﯿﻦ 
edisonarypotcalagoiht-D-lyporposI1
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1BLﻣﺤﯿﻂ از . ﺷﺪه درﻣﺤﯿﻂ ﮐﺸﺖ اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﯾﺪ
از . ﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﯾﺪﺑﺮاي ﮐﺸﺖ ﺑﺎﮐﺘﺮي ا)amgiS(
)mehcilppA(و اﯾﻤﯿﺪازول)amgiS(ATN-iNرزﯾﻦ 
. ﺟﻬﺖ ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﯾﺪ
ﮐﺘﻬﺎي ﺳﺎﯾﺮ ﻣﻮاد ﺷﯿﻤﯿﺎﯾﯽ ﻣﻮرد اﺳﺘﻔﺎده ازﺷﺮ
ﺧﺮﯾﺪاري ﺷﺪه و از درﺟﻪ amgiSو kcreM
. ﺑﺮﺧﻮردار ﺑﻮدﻧﺪedarg ygoloib raluceloM
ﭘﻼﺳﻤﯿﺪﻫﺎي ﺣﺎوي ﺗﻮاﻟﯽ ﮐﺪ :ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرﻣﺎﺳﯿﻮن
ﺑﻄﻮر 9A001S , 8A001Sﮐﻨﻨﺪه زﯾﺮ واﺣﺪﻫﺎي 
اﻧﺘﻘﺎل ( llec tnetepmoC)ﺟﺪاﮔﺎﻧﻪ ﺑﻪ ﻣﯿﺰﺑﺎن ﭘﺬﯾﺮا 
ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرﻣﯿﺸﻦ ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده از ﺷﻮك . داده ﺷﺪﻧﺪ
رﺗﯽ و ﺑﺮ اﺳﺎس ﭘﺮوﺗﮑﻞ اﺳﺘﺎﻧﺪارد اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖﺣﺮا
ﻣﻌﺎدل )ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ 2ﺑﺪﯾﻦ ﺻﻮرت ﮐﻪ . [12]
05ﺑﻪ 8A 001Sﺣﺎوي ژن ﮐﺪ ﮐﻨﻨﺪه ( ﻧﺎﻧﻮﮔﺮم61
ﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ ﻣﯿﺰﺑﺎن ﭘﺬﯾﺮا اﺿﺎﻓﻪ ﺷﺪه، ﻣﺪت ﻧﯿﻢ ﺳﺎﻋﺖ 
درﺟﻪ 24ﺳﭙﺲ در دﻣﺎي . روي ﯾﺦ اﻧﮑﻮﺑﻪ ﺷﺪ
ﺮار داده ﺛﺎﻧﯿﻪ ﻗ06ﺳﺎﻧﺘﯿﮕﺮاد ﺣﻤﺎم آب ﮔﺮم ﺑﻪ ﻣﺪت 
اﻓﺰوده و در COSﻣﯿﮑﺮوﻟﯿﺘﺮ ﻣﺤﯿﻂ 002ﺳﭙﺲ . ﺷﺪ
ﻣﺤﺘﻮي . درﺟﻪ اﻧﮑﻮﺑﺎﺗﻮر ﺷﯿﮑﺮ ﻗﺮار داده ﺷﺪ73
ﺣﺎوي آﻣﭙﯽ ragA BLﻣﯿﮑﺮوﺗﯿﻮپ  ﺑﺮروي  ﻣﺤﯿﻂ
ﭘﺨﺶ ﺷﺪه ﺑﻪ ﻣﺪت ﯾﮏ ﺷﺐ در اﻧﮑﻮﺑﺎﺗﻮر % 1ﺳﯿﻠﯿﻦ 
ﻧﯿﺰ 9A001Sدر ﻣﻮرد. درﺟﻪ ﻗﺮار داده ﺷﺪ73
. ﻣﺮاﺣﻞ ﻣﺬﮐﻮر اﻧﺠﺎم ﮔﺮﻓﺖ
از ﮐﻠﻨﯽ ﻫﺎي ﺑﺪﺳﺖ آﻣﺪه :ﺗﺎﺋﯿﺪ آنﺑﯿﺎن ژن و
آﻣﭙﯽ ﺳﯿﻠﯿﻦ، ﯾﮏ ﺗﮏ ﮐﻠﻨﯽ ﺑﻪ –ragA BLدرﻣﺤﯿﻂ 
% 1ﺣﺎوي آﻣﭙﯽ ﺳﯿﻠﯿﻦ htorB BLﻣﯿﻠﯽ ﻟﯿﺘﺮ ﻣﺤﯿﻂ05
درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﯿﮕﺮاد و73ﺗﻠﻘﯿﺢ ﺷﺪه در ﺷﯿﮑﺮاﻧﮑﻮﺑﺎﺗﻮر 
ﭘﺲ از اﯾﻨﮑﻪ . دور ﺑﺮ دﻗﯿﻘﻪ ﻗﺮارداده ﺷﺪ002
ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ ﻧﻬﺎﯾﯽ GTPIرﺳﯿﺪ،0.6ﻣﺤﯿﻂ ﺑﻪDO006mn
4ﯿﻠﯽ ﻣﻮﻻر ﺑﻪ ﻣﺤﯿﻂ اﻓﺰوده ﺷﺪ و ﺑﻪ ﻣﺪت  ﻣ1
002درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﯿﮕﺮاد و73ﺳﺎﻋﺖ در ﺷﯿﮑﺮاﻧﮑﻮﺑﺎﺗﻮر 
ﺑﻪ ﻓﺎﺻﻠﻪ ﻫﺮ ﯾﮏ ﺳﺎﻋﺖ . دور ﺑﺮ دﻗﯿﻘﻪ ﻗﺮارداده ﺷﺪ
51ﻣﻘﺪاري از ﻣﺤﯿﻂ ﮐﺸﺖ ﺑﺮداﺷﺘﻪ ﺷﺪه و ﺑﻪ ﻣﺪت 
inatreB-airuL 1
درﺟﻪ 4، دﻣﺎي دور ﺑﺮ دﻗﯿﻘﻪ0005دﻗﯿﻘﻪ در 
ﺷﺪه و رﺳﻮب ﻣﺮﺑﻮﻃﻪ ﺟﻤﻊ آوري و درﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ
.ﻧﮕﻬﺪاري ﺷﺪ- 02دﻣﺎي
ﺟﻤﻊﻫﺎيﻧﻤﻮﻧﻪEGAP-SDS:ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦاﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرز
وevitanﺷﺮاﯾﻂدرواﺣﺪزﯾﺮدوازﺷﺪهآوري
% 21آﮐﺮﯾﻼﻣﯿﺪ ﭘﻠﯽژلرويوﺷﺪهﻟﯿﺰtnarutaned
8A001Sﺑﯿﺎن . ﺷﺪﻧﺪاﻟﮑﺘﺮوﻓﻮرزوﻟﺖ002ﺟﺮﯾﺎن ﺑﺎ
آﻧﻬﺎ در ( eziS)ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ ﺑﻪ ﮐﻤﮏ اﻧﺪازه 9A001Sو 
و ﻫﻤﭽﻨﯿﻦ وﺟﻮد ﺑﺎﻧﺪ ﻣﺘﻤﺎﯾﺰ رﮐﺮ اﺳﺘﺎﻧﺪاردﻣﻘﺎﯾﺴﻪ ﻣﺎ
در ﺳﺘﻮن ﻣﺮﺑﻮط ﺑﻪ ﻧﻤﻮﻧﻪ اﻟﻘﺎء ﺷﺪه، ﻧﺸﺎن داده ﻣﯽ 
.  ﺷﻮد
زﯾﺮدوﺑﯿﺎنازﭘﺲ:واﺣﺪﻫﺎزﯾﺮﺣﻼﻟﯿﺖﺑﺮرﺳﯽ
روشاﻧﺘﺨﺎبﺑﺮاي،9A001S, 8A001Sواﺣﺪ
ﻣﯿﺰانgnirutanedوevitanروشﺑﻪﺗﺨﻠﯿﺺ
ﻧﻤﻮﻧﻪ. ﮔﺮﻓﺖﻗﺮارﺑﺮرﺳﯽﻣﻮردﭘﺮوﺗﺌﯿﻦﺣﻼﻟﯿﺖ
ازاﺳﺘﻔﺎدهﺑﺎﺑﯿﺎنﻣﺮﺣﻠﻪازﺷﺪهآوريﺟﻤﻊﻫﺎي
Mm، sirT001Mmﺑﺎﻓﺮ  دروﺳﻮﻧﯿﮑﺎﺗﻮردﺳﺘﮕﺎه
elohwﻋﻨﻮانﺑﻪآنازايﻧﻤﻮﻧﻪﻟﯿﺰﺷﺪه،lCaN52
ازﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژاﻧﺠﺎمازﺑﻌﺪﻫﻢايوﻧﻤﻮﻧﻪetasyl llec
ﻣﺸﺨﺺ. ﺷﺪﺑﺮرﺳﯽEGAP-SDSﺗﻮﺳﻂروﯾﯽﻣﺎﯾﻊ
دوﻫﺮدرﺷﺪهنﺑﯿﺎﭘﺮوﺗﺌﯿﻦﻣﯿﺰانﺑﯿﺸﺘﺮﯾﻦﮐﻪﺷﺪ
ﮐﻤﯽﻣﯿﺰانودارﻧﺪﻗﺮارﻣﺤﻠﻮلدرﺣﺎﻟﺖزﯾﺮواﺣﺪ
.اﻧﺪﮐﺮدهﭘﯿﺪاﺗﺠﻤﻊﺑﺎديﻨﮑﻠﻮژنﯾادر
ﺷﺪه،ﺑﯿﺎنﭘﺮوﺗﺌﯿﻦﺳﺎزيﺧﺎﻟﺺﻣﻨﻈﻮرﺑﻪ: ﺗﺨﻠﯿﺺ
ﻣﺮﺣﻠﻪدرﺷﺪهآوريﺟﻤﻊﻫﺎيﺑﺎﮐﺘﺮيﺣﺎويرﺳﻮب
درﺳﺎﻋﺖﯾﮏﻣﺪتﺑﻪﻟﯿﺰﮐﻨﻨﺪهﺑﺎﻓﺮدرﺑﯿﺎن،
ﯿﮕﺮادﺳﺎﻧﺘدرﺟﻪ4ودﻗﯿﻘﻪﺑﺮدور00531
52Mmﺣﺎويﻟﯿﺰﮐﻨﻨﺪهﺑﺎﻓﺮ. ﮔﺮدﯾﺪﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ
ﺑﺎ%01ﮔﻠﯿﺴﺮول وlCaN001Mm،SEPEH
روشﺑﺎﻫﺎﯾﯿﮑﻪﻧﻤﻮﻧﻪﺳﻮﭘﺮﻧﺎﺗﺎﻧﺖ. ﺑﻮد=Hp8
-iNﺳﺘﻮنازﺑﻮدﻟﯿﺰﺷﺪهgnirutanedوevitan
ازاﺳﺘﻔﺎدهﺑﺎﺳﺘﻮنﺳﭙﺲ.ﺷﺪدادهﻋﺒﻮرATN
(ﻣﻮﻻرﻣﯿﻠﯽ05- 002)اﯾﻤﯿﺪازول ﻣﺨﺘﻠﻒﻏﻠﻈﺘﻬﺎي
ﺟﻤﻊوﺧﺎمﻟﯿﺰاتازﻫﺎﯾﯽﻧﻤﻮﻧﻪ. ﺷﺪدادهﺸﻮﺷﺴﺘ
EGAP-SDSرويﺑﺮﺷﺴﺘﺸﻮﻣﺮاﺣﻞازﺷﺪهآوري
111ﺣﻤﯿﺪه اﺻﻐﺮي و ﻫﻤﮑﺎران ...            ﺑﺮرﺳﯽ ﺑﯿﺎن ژن و ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي زﯾﺮ واﺣﺪﻫﺎي
ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦﺣﺎويﻓﺮﮐﺸﻦﺗﺎﻗﺮارﮔﺮﻓﺖﺑﺮرﺳﯽﻣﻮرد
وﺟﻮد ﯾﮏ ﺑﺎﻧﺪ ﻣﺘﻤﺎﯾﺰ در .ﺷﻮدﺟﺪاﺑﯿﺸﺘﺮﺧﻠﻮصﺑﺎ
ﮐﻪ ﻃﯽ در ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎي اﻟﻘﺎء ﺷﺪه اﻧﺪازه ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ 
ﺑﺎ اﻓﺰاﯾﺶ ﻏﻠﻈﺖ اﯾﻤﯿﺪازولﻣﺮاﺣﻞ ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي
ف ﺑﺎﻧﺪ ﻫﺎي دﯾﮕﺮ ﻘﻮﯾﺖ ﻣﯽ ﺷﻮد و در ﻋﯿﻦ ﺣﺎل ﺣﺬﺗ
و 8A001Sﻃﯽ اﯾﻦ ﻣﺮاﺣﻞ، ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ 
.  ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ را ﻧﺸﺎن ﻣﯽ دﻫﺪ9A001S
:ﻏﻠﻈﺖو ﺗﻌﯿﯿﻦدﯾﺎﻟﯿﺰ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎي ﺗﺨﻠﯿﺺ ﺷﺪه 
ﺟﻬﺖ ﺧﺎرج ﮐﺮدن اﯾﻤﯿﺪازول و اوره از ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎي 
ﺣﺎوي ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﺗﺨﻠﯿﺺ ﺷﺪه، ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎ درﺑﺎﻓﺮﺣﺎوي 
42ﺑﻪ ﻣﺪت Hp=6،sirT52MmوlCaN001Mm
ﻫﺎ ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻧﻤﻮﻧﻪ. ﺳﺎﻋﺖ دﯾﺎﻟﯿﺰ ﺷﺪﻧﺪ
ﻧﺎﻧﻮﻣﺘﺮ 082اﺳﺘﻔﺎده از ﻧﺎﻧﻮدراپ و در ﻃﻮل ﻣﻮج 
1-gm lmاز ﺿﺮﯾﺐ ﺧﺎﻣﻮﺷﯽ وﯾﮋه . اﻧﺪازه ﮔﯿﺮي ﺷﺪ
001Sﺑﺮاي 0/6251-gm lmو8A001Sﺑﺮاي 1/30
0/61-lm gm 8A001Sﻏﻠﻈﺖ . اﺳﺘﻔﺎده ﮔﺮدﯾﺪ9A
.دﺳﺖ آﻣﺪ1/31-lm gmﺣﺪود 9A 001Sو 
ﯿﻦ ﻗﺒﻞ و ﺑﻌﺪ از دﯾﺎﻟﯿﺰﺌﺑﺮرﺳﯽ  ﺳﺎﺧﺘﺎر ﭘﺮوﺗ
ﺧﺎﻟﺺﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐﭘﺮوﺗﺌﯿﻦﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺲﺳﻨﺠﯽﻃﯿﻒ
ازآﻧﺠﺎ. ﺷﺪاﻧﺠﺎمnoiraVدﺳﺘﮕﺎهازاﺳﺘﻔﺎدهﺑﺎﺷﺪه
ﺗﺮﯾﭙﺘﻮﻓﺎناﺳﯿﺪآﻣﯿﻨﻪدارايزﯾﺮواﺣﺪدوﻫﺮﮐﻪ
ﻃﻮلدروﺗﺤﺮﯾﮏﻧﺎﻧﻮﻣﺘﺮ082ﻣﻮج ﻃﻮلدرﻫﺴﺘﻨﺪ
. ﺷﺪﮔﯿﺮياﻧﺪازهآﻧﻬﺎﻧﺸﺮﻧﺎﻧﻮﻣﺘﺮ054ﺗﺎ 003ﻣﻮج 
درﮔﺮمﻣﯿﻠﯽ0.3ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦاﯾﻦ ﺑﺮرﺳﯽ ﻫﺎ ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ
52Mm، lCaN001Mmدر ﺑﺎﻓﺮ ﺣﺎويوﻟﯿﺘﺮﻣﯿﻠﯽ
.و در دﻣﺎي اﺗﺎق اﻧﺠﺎم ﺷﺪHp=6/5،2HaN4OP
ﯾﺎﻓﺘﻪ ﻫﺎ
ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ9A001Sو 8A001Sﺑﯿﺎن 
ﺑﺮاي ،GTPIﭘﺲ از ﺗﺮاﻧﺴﻔﻮرم ﺷﺪن ﺑﺎﮐﺘﺮﯾﻬﺎ و اﻟﻘﺎ ﺑﺎ 
ﮐﺎﻟﭙﺮوﺗﮑﺘﯿﻦﭘﺮوﺗﺌﯿﻦدو زﯾﺮ واﺣﺪ ﺑﺮرﺳﯽ ﺑﯿﺎن 
ﻫﺎي ﺗﺮارﯾﺨﺘﻪ در ﻣﺤﯿﻂ ﻣﻨﺎﺳﺐ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ، ﺑﺎﮐﺘﺮي
در ﻫﺎ ﻗﺒﻞ و ﺑﻌﺪ از اﻟﻘﺎﮐﺸﺖ داده ﺷﺪﻧﺪ و ﻧﻤﻮﻧﻪ
ﻧﺘﺎﯾﺞ . ﻣﻮرد ارزﯾﺎﺑﯽ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻨﺪﺳﺎﻋﺖ اول ﺗﺎ ﭼﻬﺎرم
، GTPIﺑﺎﻧﺸﺎن داد ﮐﻪ ﺑﻌﺪ از اﻟﻘﺎ EGAP-SDS
از . ﺑﯿﺎن ﺷﺪه اﺳﺖﻧﻈﺮﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ ﻣﻮردﻫﺎي ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ 
آﻧﺠﺎ ﮐﻪ اﯾﻦ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻫﺎ داراي دﻧﺒﺎﻟﻪ ﭘﻠﯽ ﻫﯿﺴﺘﯿﺪﯾﻦ 
ﻫﺴﺘﻨﺪ وزن ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ ﺑﯿﺸﺘﺮي از ﻧﻮع ﻃﺒﯿﻌﯽ ﺧﻮد 
و زﯾﺮ91در ﺣﺪود 8A001Sﻟﺬا زﯾﺮ واﺣﺪ . دارﻧﺪ
ﮐﯿﻠﻮ داﻟﺘﻮن ﻣﺸﺎﻫﺪه 71در وزن 8A001Sواﺣﺪ 
3ﺘﺎﯾﺞ ﻧﺸﺎن داد ﮐﻪ ﺑﻬﺘﺮﯾﻦ ﻣﯿﺰان ﺑﯿﺎن ﻧﻫﻤﭽﻨﯿﻦ .ﺷﺪ
ﺷﮑﻞ )ﺑﺎﺷﺪ ﻣﯽGTPIﺑﻌﺪ ار اﻟﻘﺎ ﺗﻮﺳﻂ ﺳﺎﻋﺖ 4اﻟﯽ 
(.2و1
ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ9A001Sو 8A001Sﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي 
درﺟﻪ ﺳﺎﻧﺘﯿﮕﺮاد 73در دﻣﺎي ﻫﺎﺑﻌﺪ از ﺑﯿﺎن ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ
ﺳﺎﻋﺖ 1ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻟﯿﺰﺷﺪه ﺑﺎﮐﺘﺮي ﺣﺎﻣﻞ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ 2ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ وزن ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ، ﺳﺘﻮن 1ﺳﺘﻮن :EGAP-SDSﺗﻮﺳﻂ 8A001Sﺑﺮرﺳﯽ ﺑﯿﺎن ژن . 1ﺷﮑﻞ
ﺑﻌﺪ از اﻟﻘﺎء ﺑﺎ 8و 6،4ﻫﺎي ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻟﯿﺰﺷﺪه ﺑﺎﮐﺘﺮي ﺣﺎﻣﻞ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ ﻗﺒﻞ از اﻟﻘﺎء، ﺳﺘﻮن3ﻣﻮﻻر، ﺳﺘﻮن ﺑﺎ ﻏﻠﻈﺖ ﯾﮏ ﻣﯿﻠﯽGTPIاز اﻟﻘﺎء ﺑﺎ ﺑﻌﺪ
ﻧﺸﺎن داده ﺷﺪه ﺑﺼﻮرت ﺑﺎﻧﺪﻫﺎﯾﯽ ﻣﺘﻤﺎﯾﺰ در اﻣﺘﺪاد ﭘﯿﮑﺎن8A001Sﺑﯿﺎن . ﺑﺎﺷﺪﺑﻪ ﺗﺮﺗﯿﺐ در ﻓﺎﺻﻠﻪ زﻣﺎﻧﯽ دو، ﺳﻪ و ﭼﻬﺎر ﺳﺎﻋﺖ ﺑﻌﺪ از اﻟﻘﺎء ﻣﯽGTPI
.ﺑﻪ ﺗﺮﺗﯿﺐ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎي اﻟﻘﺎء ﻧﺸﺪه درﻓﺎﺻﻠﻪ زﻣﺎﻧﯽ دو، ﺳﻪ، ﭼﻬﺎرﺳﺎﻋﺖ ﺑﻌﺪ از اﻟﻘﺎ ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪ9و 7، 5ﺳﺘﻮﻧﻬﺎي . اﺳﺖ
3931، ﺗﺎﺑﺴﺘﺎن دومﺷﻤﺎرهﭼﻬﺎردﻫﻢ، دوره ﻣﺠﻠﻪ داﻧﺸﮕﺎه ﻋﻠﻮم ﭘﺰﺷﮑﯽ اردﺑﯿﻞ    211
ﻫﺎي ﺣﺎﺻﻞ از ﻟﯿﺰ ﺳﻠﻮل و ﻣﺎﯾﻊ ي ﻧﻤﻮﻧﻪو ﻣﻘﺎﯾﺴﻪ
EGAP-SDSروﯾﯽ ﺣﺎﺻﻞ از ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ آن ﺗﻮﺳﻂ 
ﺑﯿﺎن ﺷﺪه 9A001Sزﯾﺮ واﺣﺪ ﻣﺸﺎﻫﺪه ﺷﺪ ﮐﻪ 
ﺗﺮ ﻣﺤﻠﻮل8A001Sو زﯾﺮ واﺣﺪﻧﺎﻣﺤﻠﻮل ﺗﻘﺮﯾﺒﺎ 
(. 4و3ﺷﮑﻞ )اﺳﺖ 
درﺟﻪ 73در دﻣﺎي :9A001Sﺑﺮرﺳﯽ ﺣﻼﻟﯿﺖ زﯾﺮ واﺣﺪ . 3ﺷﮑﻞ
ﺑﻪ ﺗﺮﺗﯿﺐ ﻧﻤﻮﻧﻪ 3و 2ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ وزن ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ، ﺳﺘﻮن 1ﺳﺘﻮن . ﺳﺎﻧﺘﯿﮕﺮاد
درﺟﻪ 73ﻟﯿﺰ ﺷﺪه ﺑﺎﮐﺘﺮي و ﻣﺎﯾﻊ روﯾﯽ ﺣﺎﺻﻞ از ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ در دﻣﺎي 
ﺷﮑﻞ ﻣﯿﺰان ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻣﻮﺟﻮد در ﻓﺎز ﻣﺤﻠﻮل ﺑﺴﯿﺎر ﺳﺎﻧﺘﯿﮕﺮاد، ﺑﺎﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ
ﮐﻢ ﺑﻮده و ﻧﺸﺎن دﻫﻨﺪه اﯾﻦ ﻣﻮﺿﻮع اﺳﺖ ﮐﻪ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﺑﯿﺸﺘﺮ در ﻓﺎز 
.ﻏﯿﺮ ﻣﺤﻠﻮل ﻗﺮار دارد
درﺟﻪ 73در دﻣﺎي :8A001Sﺑﺮرﺳﯽ ﺣﻼﻟﯿﺖ زﯾﺮ واﺣﺪ . 4ﺷﮑﻞ
ﺑﻪ ﺗﺮﺗﯿﺐ ﻧﻤﻮﻧﻪ 3و 2ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ وزن ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ، ﺳﺘﻮن 1ﺳﺘﻮن . ﺳﺎﻧﺘﯿﮕﺮاد
درﺟﻪ 73ﮐﺘﺮي و ﻣﺎﯾﻊ روﯾﯽ ﺣﺎﺻﻞ از ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ در دﻣﺎي ﻟﯿﺰ ﺷﺪه ﺑﺎ
.ﺳﺎﻧﺘﯿﮕﺮاد
در اﺑﺘﺪاي ﻫﯿﺴﺘﯿﺪﯾﻦﺑﺎ ﺗﻮﺟﻪ ﺑﻪ وﺟﻮد دﻧﺒﺎﻟﻪ ﭘﻠﯽ
ﺳﺎزي ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﺑﯿﺎن ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ﺑﺮاي ﺧﺎﻟﺺ
ﺳﺘﻮن ﮐﺮوﻣﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﯽ ﻣﯿﻞ ﺗﺮﮐﯿﺒﯽ ﺣﺎويﺷﺪه از
ﺷﺴﺘﺸﻮي ﺳﺘﻮن ﺑﺎ اﺳﺘﻔﺎده . اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪATN-+2iN
ﻣﻮﻻر ﻣﯿﻠﯽ002اﻟﯽ 05ﺪازول از از ﺷﯿﺐ ﻏﻠﻈﺖ اﯾﻤﯿ
ﻋﺖ ﺳﺎ1ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻟﯿﺰ ﺷﺪه ﺑﺎﮐﺘﺮي ﺣﺎﻣﻞ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ 2ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ وزن ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ، ﺳﺘﻮن 1ﺳﺘﻮن :EGAP-SDSﺗﻮﺳﻂ 9A001Sﺑﺮرﺳﯽ ﺑﯿﺎن ژن . 2ﺷﮑﻞ
GTPIﺑﻌﺪ از اﻟﻘﺎء ﺑﺎ 8و 6،4ﻫﺎي ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻟﯿﺰ ﺷﺪه ﺑﺎﮐﺘﺮي ﺣﺎﻣﻞ ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ ﻗﺒﻞ از اﻟﻘﺎ، ﺳﺘﻮن3ﻣﻮﻻر، ﺳﺘﻮن ﺑﺎﻏﻠﻈﺖ ﯾﮏ ﻣﯿﻠﯽGTPIﺑﻌﺪ از اﻟﻘﺎء ﺑﺎ 
. ﭘﯿﮑﺎن ﻧﺸﺎن داده ﺷﺪه اﺳﺖﺑﺼﻮرت ﺑﺎﻧﺪﻫﺎﯾﯽ ﻣﺘﻤﺎﯾﺰ در اﻣﺘﺪاد 9A001Sﺑﯿﺎن . ﺑﺎﺷﺪﺑﻪ ﺗﺮﺗﯿﺐ در ﻓﺎﺻﻠﻪ زﻣﺎﻧﯽ دو، ﺳﻪ و ﭼﻬﺎر ﺳﺎﻋﺖ ﺑﻌﺪ از اﻟﻘﺎء ﻣﯽ
.ﺑﻪ ﺗﺮﺗﯿﺐ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎي اﻟﻘﺎء ﻧﺸﺪه در ﻓﺎﺻﻠﻪ زﻣﺎﻧﯽ دو، ﺳﻪ، ﭼﻬﺎر ﺳﺎﻋﺖ ﺑﻌﺪ از اﻟﻘﺎء ﻣﯽ ﺑﺎﺷﺪ9و 7، 5ﺳﺘﻮﻧﻬﺎي 
)aD K(
311ﺣﻤﯿﺪه اﺻﻐﺮي و ﻫﻤﮑﺎران ...            ﺑﺮرﺳﯽ ﺑﯿﺎن ژن و ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي زﯾﺮ واﺣﺪﻫﺎي
ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻒ ﺣﺎﺻﻞ ﻦارزﯾﺎﺑﯽ ﻓﺮﮐﺸ. ﺻﻮرت ﭘﺬﯾﺮﻓﺖ
ﻧﺸﺎن داد EGAP-SDSاز ﺷﺴﺘﺸﻮي ﺳﺘﻮن ﺑﺮ روي 
Mmﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ در ﻏﻠﻈﺖ 9A001Sو 8A001Sﮐﻪ 
ﻣﻨﻔﺮد ﺟﺪاﺳﺎزيﻫﺎياﯾﻤﯿﺪازول ﺑﺼﻮرت ﺑﺎﻧﺪ001
ﻫﺮ دو زﯾﺮ واﺣﺪ ﺑﻪ ﺻﻮرت 5ﮐﻪ در ﺷﮑﻞ ﻣﯽ ﮔﺮدد
.روي ژل ﻧﺸﺎن داده ﺷﺪه اﺳﺖﺑﺎﻧﺪ ﻫﺎي ﻣﺘﻤﺎﯾﺰي ﺑﺮ 
، ﻧﺸﺎﻧﮕﺮ 1ﺳﺘﻮن. ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ ﭘﺲ از ﺗﺨﻠﯿﺺ:9A001S , 8A001S. 5ﺷﮑﻞ
3و ﺳﺘﻮن 8A001S، ﻧﺸﺎن دﻫﻨﺪه زﯾﺮ واﺣﺪ 2وزن ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ، ﺳﺘﻮن 
.ﻫﺮ دو زﯾﺮ واﺣﺪ4و ﺳﺘﻮن 9A001Sزﯾﺮ واﺣﺪ 
9A001Sو 8A001Sﺳﻨﺠﯽ ﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺲ ﻃﯿﻒ
ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ
ﮐﻪ ﻧﺴﺒﺘﺎ ً8A 001Sﭘﺮوﺗﺌﯿﻦﻫﻤﺎﻧﻄﻮر ﮐﻪ ذﮐﺮ ﺷﺪ
9A001Sﻣﺤﻠﻮﻟﺘﺮ ﺑﻮد ﺑﺼﻮرت ﻃﺒﯿﻌﯽ و زﯾﺮواﺣﺪ
ﺗﺨﻠﯿﺺ ﻣﻮﻻر 6در ﺑﺎﻓﺮ ﺣﺎوي اوره ﺑﺼﻮرت دﻧﺎﺗﻮره 
و ﺳﭙﺲ دﯾﺎﻟﯿﺰ ﺟﻬﺖ ﺧﺮوج اوره و اﯾﻤﯿﺪازول ﺷﺪ
اﻧﺠﺎم ﺷﺪ و ﺑﻪ ﻣﻨﻈﻮر اﻃﻤﯿﻨﺎن از اﯾﻨﮑﻪ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﺑﻪ 
ﺷﮑﻞ ﻓﻌﺎل و ﻃﺒﯿﻌﯽ ﺑﺪﺳﺖ آﻣﺪه اﺳﺖ ﻃﯿﻒ ﺳﻨﺠﯽ 
ﻃﯿﻒ ﺳﻨﺠﯽ (.7و6ﮑﻞ ﺷ)ﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺲ اﻧﺠﺎم ﺷﺪ
ﻗﺒﻞ و 9A001Sﻦ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐﯿﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺲ در ﭘﺮوﺗﺌ
.ﻧﺸﺎن داده ﺷﺪه اﺳﺖ6ﺑﻌﺪ از دﯾﺎﻟﯿﺰ در ﺷﮑﻞ 
ﺑﺤﺚ
ﺑﺼﻮرت ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ روﺷﯽ ﺑﺮاي ﺑﯿﺎن ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ
اﻧﺠﺎم ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت و ﻣﻮرد ﻧﻈﺮﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ دﺳﺘﺮﺳﯽ ﺑﻪ
ﺳﯿﺴﺘﻢ . اﺳﺖآنداروﯾﯽ ﮐﺎرﺑﺮدﺳﺎﺧﺘﺎري و ﺑﺮرﺳﯽ
ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ ﺑﺼﻮرتﺌﯿﻦ ﻫﺎي ﻣﺨﺘﻠﻔﯽ ﺑﺮاي ﺗﻮﻟﯿﺪ ﭘﺮوﺗ
ﺑﯿﺸﺘﺮﯾﻦ ﻃﻮل ﻣﻮج ﻧﺸﺮ ﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺲ از اﺳﯿﺪآﻣﯿﻨﻪ. در ﺣﺎﻟﺖ دﻧﺎﺗﻮره و ﻃﺒﯿﻌﯽ:9A 001Sﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ آﻧﺎﻟﯿﺰ ﻃﯿﻒ ﺳﻨﺠﯽ ﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺲ . 6ﺷﮑﻞ
ﻧﺸﺮ ﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺲ در ﺣﺎﻟﺖ دﻧﺎﺗﻮره و ﻗﺒﻞ از دﯾﺎﻟﯿﺰ، ﻣﻨﺤﻨﯽ( )ﻣﻨﺤﻨﯽ.در دﻣﺎي اﺗﺎق=Hp6.5ﺑﺎ2HaN4OP52Mm، lCaN001Mmﺗﺮﯾﭙﺘﻮﻓﺎن در
.ﻧﺸﺮ ﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺲ ﺑﻌﺪ از دﯾﺎﻟﯿﺰ و ﺧﺮوج اوره از ﻧﻤﻮﻧﻪ را ﻧﻤﺎﯾﺶ ﻣﯽ دﻫﺪ)         (: 
ﺑﯿﺸﺘﺮﯾﻦ ﻃﻮل ﻣﻮج ﻧﺸﺮ ﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺲ از اﺳﯿﺪآﻣﯿﻨﻪ ﺗﺮﯾﭙﺘﻮﻓﺎن  . ﺑﻌﺪ از ﺗﺨﻠﯿﺺ و دﯾﺎﻟﯿﺰ:8A 001Sﯿﺐ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻧﻮﺗﺮﮐآﻧﺎﻟﯿﺰ ﻃﯿﻒ ﺳﻨﺠﯽ ﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺲ . 7ﺷﮑﻞ
.در دﻣﺎي اﺗﺎق=Hp6/5ﺑﺎ 2HaN4OP52Mm، lCaN001Mmدر 
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ﺑﯿﺎن ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻫﺎ در . در ﺑﯿﻮﺗﮑﻨﻮﻟﻮژي وﺟﻮد دارد
ﻣﻨﺠﺮ ﺑﻪ ﺗﻮﻟﯿﺪ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ اﻏﻠﺐ ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي ﭘﺴﺘﺎﻧﺪاران 
ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ ﻓﻌﺎﻟﯽ ﻣﯽ ﺷﻮد ﮐﻪ دﭼﺎر ﺗﻐﯿﯿﺮات ﭘﺲ 
و از ﺗﺮﺟﻤﻪ  ﻧﯿﺰ ﺷﺪه اﻧﺪ، وﻟﯽ اﯾﻦ روش زﻣﺎن ﮔﯿﺮ
در ﺣﺎﻟﯿﮑﻪ ﺑﺎﮐﺘﺮﯾﻬﺎ ﻫﻤﭽﻨﺎن ﺳﯿﺴﺘﻢ ﻫﺎي ،ﮔﺮان اﺳﺖ
ﯾﮑﯽ از ﻣﺸﮑﻼﺗﯽ ﮐﻪ ﺣﯿﻦ ﺗﻮﻟﯿﺪ .ﺒﯽ ﻫﺴﺘﻨﺪﺗﻮﻟﯿﺪي ﻣﻨﺎﺳ
ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ در ﻣﯿﺰﺑﺎن ﭘﺮوﮐﺎرﯾﻮﺗﯽ ﻣﻤﮑﻦ اﺳﺖ 
. ﺑﺎ آن ﻣﻮاﺟﻪ ﺷﻮﯾﻢ ﻧﺎﻣﺤﻠﻮل ﺑﻮدن ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ اﺳﺖ
ﺑﺴﯿﺎري از ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻫﺎﯾﯽ ﮐﻪ در ﻣﯿﺰﺑﺎن ﭘﺮوﮐﺎرﯾﻮﺗﯽ 
ﺗﻮﻟﯿﺪ ﻣﯽ ﺷﻮﻧﺪ ﺗﺎﺧﻮردﮔﯽ ﻧﺎدرﺳﺖ و ﯾﺎ ﻧﺎﮐﺎﻣﻞ 
ﻣﺤﻠﻮل داﺷﺘﻪ ﮐﻪ اﻏﻠﺐ ﺑﺼﻮرت  اﺟﺴﺎم ﺗﻮده اي و ﻏﯿﺮ
ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﺑﯿﺎن ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ اﮐﺜﺮ. در ﺳﻠﻮل ﺗﺠﻤﻊ ﻣﯽ ﯾﺎﺑﻨﺪ
ﮐﻪ داده اﺳﺖ ﻧﺸﺎن iloc.Eﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ در ﺑﺎﮐﺘﺮي
. ﺗﺸﮑﯿﻞ اﺟﺴﺎم ﺗﻮده اي ﯾﮏ ﻗﺎﻋﺪه اﺳﺖ ﺗﺎ ﯾﮏ اﺳﺘﺜﻨﺎء
روﺷﻬﺎي ﻣﺨﺘﻠﻔﯽ ﺑﺮاي ﺑﻪ ﺣﺪاﻗﻞ رﺳﺎﻧﺪن ﺗﺸﮑﯿﻞ 
ﯾﺎﺑﯽ ﺑﻪ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻣﺤﻠﻮل وﺟﻮد اﺟﺴﺎم ﺗﻮده اي و دﺳﺖ
ﻣﺘﻐﯿﺮﻫﺎﯾﯽ ﻧﻈﯿﺮ درﺟﻪ ﺣﺮارت، دارد ﮐﻪ ﺷﺎﻣﻞ ﺗﻐﯿﯿﺮ 
ي اﻟﻘﺎ ﻣﺘﺎﺑﻮﻟﯿﺴﻢ ﻣﯿﺰﺑﺎن و ﻏﻠﻈﺖ ﻣﺎدهﻣﯿﺰان ﺑﯿﺎن،
ﮐﻨﻨﺪه ﯾﺎ ﺗﻐﯿﯿﺮات ﻣﻬﻨﺪﺳﯽ روي ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻫﺪف ﻣﺜﻞ 
اﺳﺘﻔﺎده از اﺗﺼﺎل دﻧﺒﺎﻟﻪ ﻣﻨﺎﺳﺐ و ﻧﯿﺰ ﺑﯿﺎن ﻫﻤﺰﻣﺎن 
ي ﻫﺎاز ﺑﯿﻦ روش. ﺑﺎﺷﺪﻫﺎ ﺑﺎ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻣﯽﭼﺎﭘﺮون
ﺗﻐﯿﯿﺮ ﺷﺮاﯾﻂ رﺷﺪ ﺑﺎﮐﺘﺮي ﻣﺎﻧﻨﺪ رﺷﺪ دادنﻣﻮﺟﻮد، 
ﺗﺮ و ﯾﺎ در ﻣﺤﯿﻂ ﮐﺸﺘﯽ ﺑﺎﮐﺘﺮي در درﺟﻪ ﺣﺮارت ﭘﺎﯾﯿﻦ
ﻧﺒﺎﺷﺪ، اﻏﻠﺐ ﮐﻪ از ﻧﻈﺮ ﻣﻮاد ﻣﻮرد ﻧﯿﺎز ﺑﺎﮐﺘﺮي ﻏﻨﯽ
ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﯾﮏ راﻫﮑﺎر ﻣﻨﺎﺳﺐ ﺑﮑﺎر ﮔﺮﻓﺘﻪ ﻣﯽ ﺷﻮد
اﻟﺒﺘﻪ ﺟﻬﺖ ﺻﺮﻓﻪ ﺟﻮﯾﯽ در ﻫﺰﯾﻨﻪ ﻫﺎ و . [22-42]
اﻓﺰاﯾﺶ ﻣﯿﺰان ﻣﺤﺼﻮل ﻧﻬﺎﯾﯽ در ﺑﺴﯿﺎري ﻣﻮارد از 
اﺟﺴﺎم ﺗﻮده اي در ﻓﺎز ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻫﺎﯾﯽ ﮐﻪ ﺑﺼﻮرت 
. اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯽ ﺷﻮدﻧﺎﻣﺤﻠﻮل ﺗﺠﻤﻊ ﺣﺎﺻﻞ ﮐﺮده اﻧﺪ
ﺑﺮاي اﯾﻦ ﻣﻨﻈﻮر ﺑﺎﯾﺴﺘﯽ اﺑﺘﺪا اﯾﻦ رﺳﻮب ﺑﻪ ﺷﮑﻞ 
ﻋﻮاﻣﻞ دﻧﺎﺗﻮره ﮐﻨﻨﺪه ﻗﻮي ﻣﻌﻤﻮﻻً. ﻣﺤﻠﻮل در آﯾﺪ
ﻧﻈﯿﺮ اوره و ﮔﻮاﻧﯿﺪﯾﻮم ﻫﯿﺪروﮐﻠﺮﯾﺪ ﺟﻬﺖ ﻣﺤﻠﻮل 
اﯾﻦ . اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯽ ﺷﻮﻧﺪydob noisulcniﮐﺮدن 
ﻀﺎﯾﯽ ﺳﻮم و ﭼﻬﺎرم ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ را از ﻋﻮاﻣﻞ ﺳﺎﺧﺘﺎرﻫﺎي ﻓ
ﺑﯿﻦ ﺑﺮده و رﺳﻮب ﺣﺎوي ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻏﯿﺮ ﻓﻌﺎل را ﻣﺤﻠﻮل 
. [52]ﻣﯽ ﮐﻨﻨﺪ
و ﻫﻤﮑﺎراﻧﺶ در retnuHدر ﯾﮏ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﮐﻪ ﺗﻮﺳﻂ 
و8PRMواﺣﺪﻫﺎي اﻧﺠﺎم ﺷﺪ زﯾﺮ8991ﺳﺎل 
ﺑﺼﻮرت ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ در ﺑﺎﮐﺘﺮي اﺷﺮﺷﯿﺎﮐﻠﯽ 9PRM
ﮐﻪ ﺑﺪﻟﯿﻞ ﺑﯿﺎن ﺑﯿﺶ ازﺑﯿﺎن ﺷﺪ)3ED( 12LBﮔﻮﻧﻪ 
ﺣﺪ، ﻫﺮ دو زﯾﺮ واﺣﺪ در ﻓﺎز ﻧﺎﻣﺤﻠﻮل ﺑﺼﻮرت 
اﯾﻨﮑﻠﻮژن ﺑﺎدي ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻨﺪ ﮐﻪ ﭘﺲ از ﻟﯿﺰ ﮐﺮدن 
ﺣﺎوي اﯾﻦ زﯾﺮواﺣﺪﻫﺎ در رﺳﻮبﻧﻤﻮﻧﻪ و ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ، 
ﻣﻮﻻر ﺣﻞ ﺷﺪ و ﭘﺲ از اﻧﺠﺎم 8ﺑﺎﻓﺮ ﺣﺎوي اوره 
دﯾﺎﻟﯿﺰ، ﺗﻮﺳﻂ ﺑﺮرﺳﯽ ﻫﺎي اﺳﭙﮑﺘﺮوﻓﻮﺗﻮﻣﺘﺮﯾﮏ و 
ﻨﮓ ﺑﺮرﺳﯽ دﯾﻤﺮﯾﺰه ﺷﺪن اﯾﻦ دو زﯾﺮ واﺣﺪ ﻓﻮﻟﺪﯾ
در ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ .[62]ﻃﺒﯿﻌﯽ اﯾﻦ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻫﺎ ﺗﺎﯾﯿﺪ ﺷﺪ
دﯾﮕﺮي ژﻧﻬﺎي ﮐﺪ ﮐﻨﻨﺪه اﯾﻦ دو زﯾﺮ واﺣﺪ در وﮐﺘﻮر 
ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ و ﺑﯿﺎن ﺷﺪﻧﺪ و ﺑﺮاي ﺗﺸﮑﯿﻞ 02/11TEp
ﻫﺘﺮودﯾﻤﺮ ﻫﺮ دو زﯾﺮواﺣﺪ ﺑﻪ ﻧﺴﺒﺖ ﯾﮑﺴﺎن ﻣﺨﻠﻮط 
ﺷﺪه و ﺑﺮاي اﻃﻤﯿﻨﺎن از دﯾﻤﺮﯾﺰه ﺷﺪن ﻓﺮآﯾﻨﺪ 
ﺮم ﻃﺒﯿﻌﯽ دﻧﺎﺗﻮراﺳﯿﻮن و ﺳﭙﺲ ﺑﺮﮔﺮداﻧﺪن ﺑﻪ ﻓ
.[5]ﺻﻮرت ﮔﺮﻓﺖ
ي اول ﭘﻼﺳﻤﯿﺪ ﺣﺎوي ژﻧﻬﺎي در اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ در ﻣﺮﺣﻠﻪ
8A001Sي ﮐﺪ ﮐﻨﻨﺪه ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ ﻧﺎﺣﯿﻪ
12LBiloc.Eﺗﺤﺖ ﺳﯿﺴﺘﻢ ﺑﯿﺎﻧﯽ ﺑﺎﮐﺘﺮي 9A001S,
.ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺖ و ﭘﺮوﺗﺌﯿﻨﻬﺎي ﻣﻮرد ﻧﻈﺮ ﺑﻪ دﺳﺖ آﻣﺪ
و 9A001Sو8A001Sﭘﺲ از ﺑﯿﺎن ژن ﻫﺎي ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ 
8A001Sواﺣﺪ ﺨﺺ ﺷﺪ ﮐﻪ زﯾﺮﺑﺮرﺳﯽ ﺣﻼﻟﯿﺖ ﻣﺸ
ﺣﻼﻟﯿﺖ ﺑﯿﺸﺘﺮي دارد ﮐﻪ ﺷﺎﯾﺪ ﺑﺪﻟﯿﻞ وزن ﻣﻮﻟﮑﻮﻟﯽ 
واﺣﺪ ﮐﻮﭼﮑﺘﺮ ﺑﻪ ﻤﯿﻦ ﻋﻠﺖ زﯾﺮﻫﺑﻪ.ﮐﻤﺘﺮآن اﺳﺖ
در .ﺗﺨﻠﯿﺺ ﺷﺪﻓﺮم ﻃﺒﯿﻌﯽ و در ﺷﺮاﯾﻂ ﺑﺪون اوره 
واﺣﺪ ﺑﺰرﮔﺘﺮ ﺑﺮاي ﺑﺪﺳﺖ آوردن ﺧﺼﻮص زﯾﺮ
ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي ﻟﯿﺰ ﺷﺪه از ﺣﺎﺻﻞﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﺑﯿﺸﺘﺮ از رﺳﻮب
ydob noisulcniﯾﺎﻧﺎﻣﺤﻠﻮلواﻗﻊ از ﺑﺨﺶو در
ﻤﯿﻦ ﺟﻬﺖ رﺳﻮب ﺣﺎﺻﻞ از ﻫﺑﻪ. اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ
ﻣﻮﻻر ﺣﻞ ﺷﺪ و در 6ﺳﺎﻧﺘﺮﯾﻔﯿﻮژ در ﺑﺎﻓﺮ ﺣﺎوي اوره 
از آﻧﺠﺎﯾﯿﮑﻪ .ﺳﺘﻮن ﮐﺮوﻣﺎﺗﻮﮔﺮاﻓﯽ ﻧﯿﮑﻞ ﺗﺨﻠﯿﺺ ﺷﺪ
اوره ﻣﻮﺟﺐ از ﺑﯿﻦ رﻓﺘﻦ ﺳﺎﺧﺘﺎرﻫﺎي ﻓﻀﺎﯾﯽ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ 
511ﺣﻤﯿﺪه اﺻﻐﺮي و ﻫﻤﮑﺎران ...            ﺑﺮرﺳﯽ ﺑﯿﺎن ژن و ﺧﺎﻟﺺ ﺳﺎزي زﯾﺮ واﺣﺪﻫﺎي
ﺑﺮاي ﺑﺮﮔﺸﺖ ﺑﻪ ﻓﺮم ﻃﺒﯿﻌﯽ ﺑﺎﯾﺴﺘﯽ اوره از ،ﻣﯽ ﺷﻮد
ﺎوي ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﺧﺎرج ﻣﯽ ﺷﺪ ﮐﻪ اﯾﻦ ﮐﺎر ﺑﺎ ﻣﺤﯿﻂ ﺣ
ﺳﭙﺲ ﺑﺮاي اﻃﻤﯿﻨﺎن از . دﯾﺎﻟﯿﺰ ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎ اﻧﺠﺎم ﺷﺪ
از روش ﻃﯿﻒ ﺳﻨﺠﯽ ﻫﺎي ﺣﺎﺻﻞ، ﺳﺎﺧﺘﺎر ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ
ﮐﻪ ﺑﻪ ﻋﻨﻮان ﯾﮑﯽ از روﺷﻬﺎي ﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺲ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﺪ
ﺗﺎﺧﻮردﮔﯽ ﺑﺮرﺳﯽو ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺳﺎﺧﺘﺎر ﺳﻮم ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻫﺎ
.[02]ﮔﺮددﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻫﺎي ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ اﺳﺘﻔﺎده ﻣﯽ 
ﺣﻀﻮر ﺗﻨﻬﺎ ﯾﮏ رﯾﺸﻪ ﺗﺮﯾﭙﺘﻮﻓﺎن در ﻫﺮﮐﺪام از زﯾﺮ
واﺣﺪ ﻫﺎي ﮐﺎﻟﭙﺮوﺗﮑﺘﯿﻦ ﺷﺮاﯾﻂ را ﺑﺮاي ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﺑﺎ 
روش اﺳﭙﮑﺘﺮوﻓﻮﺗﻮﻣﺘﺮي ﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺲ ﻓﺮاﻫﻢ 
در ﻣﯿﺎﻧﻪ ﻣﺎرﭘﯿﭻ آﻟﻔﺎي ﺳﻮم 8PRMدر 45prT.ﻣﯿﮑﻨﺪ
ﻣﺎرﭘﯿﭻ Cدر ﻧﺰدﯾﮏ ﺑﻪ اﻧﺘﻬﺎي 41PRMدر 88prTو
ﺎرواﺣﺪ ﮐﻮﭼﮏ داراي ﭼﻬزﯾﺮ.ﭼﻬﺎرم واﻗﻊ اﺳﺖ
.واﺣﺪ ﺑﺰرگ داراي ﯾﮏ ﺗﯿﺮوزﯾﻦ اﺳﺖﺗﯿﺮوزﯾﻦ و زﯾﺮ
ﺑﻨﺎﺑﺮاﯾﻦ اﮔﺮ در ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ ﻓﻠﻮرﺳﺎﻧﺲ ذاﺗﯽ از ﻃﻮل 
ﺑﺮاي ﺗﻬﯿﯿﺞ اﺳﺘﻔﺎده ﺷﻮد ﻫﻢ ﺗﯿﺮوزﯾﻦ082mnﻣﻮج
ﻫﺎ ﺗﻬﯿﯿﺞ ﺧﻮاﻫﻨﺪ ﺷﺪ و اﮔﺮ از ﻫﺎ و ﻫﻢ ﺗﺮﯾﭙﺘﻮﻓﺎن
ﺗﺮﯾﭙﺘﻮﻓﺎن ﻫﺎاﺳﺘﻔﺎده ﺷﻮد ﺗﻨﻬﺎ092mnﻃﻮل ﻣﻮج
اﻃﻼﻋﺎﺗﯽ را در ﻃﻮل ﻣﻮج ﻧﺸﺮي . ﺗﻬﯿﯿﺞ ﺧﻮاﻫﻨﺪ ﺷﺪ
ﻫﺎ در اﺧﺘﯿﺎر ﻣﯽ ﮔﺬاردﺧﺼﻮص ﻣﻮﻗﻌﯿﺖ ﺗﺮﯾﭙﺘﻮﻓﺎن
ﻧﻤﻮﻧﻪ ﻫﺎ در ﻃﻮل ﻣﻮج در اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ.[72،82]
mnﺗﻬﯿﯿﺞ ﺷﺪﻧﺪ و ﻃﻮل ﻣﻮج ﻧﺸﺮ در داﻣﻨﻪ 082mn
ﺣﺪاﮐﺜﺮ ﻃﻮل ﻣﻮج ﻧﺸﺮ .اﻧﺪازه ﮔﯿﺮي ﺷﺪ003- 004
)9A001Sدر زﯾﺮ واﺣﺪهﺗﺮﯾﭙﺘﻮﻓﺎن در ﺣﺎﻟﺖ دﻧﺎﺗﻮر
253mn(ﻣﻮﻻر6در ﺑﺎﻓﺮ ﺣﺎوي اوره ﻗﺒﻞ از دﯾﺎﻟﯿﺰ و
و ﺑﻪ ﻧﻈﺮ ﻣﯽ رﺳﺪ ﮐﻪ ﺗﻤﺎم رﯾﺸﻪ ﻫﺎي اﺳﺖ
در ارﺗﺒﺎط ﺑﺎ ﻣﺤﯿﻂ آﺑﯽ ﺗﺮﯾﭙﺘﻮﻓﺎن درﺳﻄﺢ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ و
در ﺣﺎﻟﯿﮑﻪ ﺣﺪاﮐﺜﺮﻃﻮل ﻣﻮج ﻧﺸﺮ .ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ اﻧﺪ
eulbاﺳﺖ ﮐﻪ ﯾﮏ 633mnﻧﻤﻮﻧﻪ ﺑﻌﺪ از دﯾﺎﻟﯿﺰ در
ﺑﺎ ﺣﺎﻟﺖ دﻧﺎﺗﻮره ﻧﺸﺎن ﻣﯽ دﻫﺪ وﻣﻘﺎﯾﺴﻪرا در tfihs
رﯾﺸﻪ ﻫﺎي ﺗﺮﯾﭙﺘﻮﻓﺎن ﺑﻄﻮر اﺳﺖ ﮐﻪﺑﯿﺎن ﮐﻨﻨﺪه اﯾﻦ 
ﭼﺸﻤﮕﯿﺮي در داﺧﻞ ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦ ﻗﺮار ﮔﺮﻓﺘﻪ و ﺗﻤﺎس 
.ﮐﻤﺘﺮي ﺑﺎ ﻣﺤﯿﻂ آﺑﯽ دارد
ﻪ ﮔﯿﺮيﻧﺘﯿﺠ
9A 001Sو8A001Sدر اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ دو زﯾﺮ واﺣﺪ 
ﺑﺼﻮرت ﻧﻮﺗﺮﮐﯿﺐ ﺗﻮﻟﯿﺪ و ﺧﺎﻟﺺ ﮔﺮدﯾﺪ و ﻧﺸﺎن داده 
ﺑﻪ ﺻﻮرت ﻣﺤﻠﻮل ﻫﺎي ﺗﺨﻠﯿﺺ ﺷﺪهﭘﺮوﺗﺌﯿﻦﺷﺪ ﮐﻪ 
در ﻣﺤﺼﻮل اﯾﻦ ﻣﻄﺎﻟﻌﻪ . داراي ﺳﺎﺧﺘﺎر ﻃﺒﯿﻌﯽ اﺳﺖو 
ﭘﺮوﺗﺌﯿﻦدو ﺑﺮﻫﻤﮑﻨﺶ ﻣﻄﺎﻟﻌﺎت ﺑﻌﺪي ﺟﻬﺖ ﺑﺮرﺳﯽ 
ﺑﺮرﺳﯽ وﺑﺎ ﻫﻤﺪﯾﮕﺮ و ﺗﺎﺛﯿﺮ آن در روﻧﺪ ﺑﻬﺒﻮد زﺧﻢ
ﻣﻮرد ﻣﯿﺰان اﻟﻘﺎ آﭘﻮﭘﺘﻮز در ﺳﻠﻮﻟﻬﺎي ﯾﻮﮐﺎرﯾﻮﺗﯽ
.اﺳﺘﻔﺎده ﻗﺮار ﺧﻮاﻫﺪ ﮔﺮﻓﺖ
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